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initiated  in 2019  to support  the  fast‐growing aquaculture  industry  for  this species  in  the Gulf of 






membrane  integrity were  recorded as post‐thaw quality parameters. Overall,  this study demon‐



















motility,  and  fertility were  recorded  for  quality  analysis.  Cryopreserved  sperm  samples were 
sorted, labelled, archived, and stored in liquid nitrogen for future use. Post‐thaw motility (1–30%) 




































The Eastern oyster Crassostrea  virginica  (Family Ostreidae)  is one of  the most  im‐
portant fishery and aquaculture species in the U.S. and is a keystone species for coastal 




















































































































































































































































































lized with sperm  from  two males  to achieve the design matrix. After collection, sperm 











































Sperm  concentration was  determined  by  use  of  a  hemocytometer  (Bright‐Line™ 











motility was observed and  recorded  immediately  following  the addition of 9 μL  fresh 
seawater (650 mOsmol/kg) to dilute the sperm (Figure 2). 









































Post‐thaw  sperm viability,  including motility  and membrane  integrity, were  esti‐
mated after 3 months of storage in liquid nitrogen (Figure 2). Following the protocol [24], 


































arsine‐transformed  for  normalization  before  analysis. ANOVA  and  correlations were 
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Parameters  for sperm cryopreservation of each male oyster  included  the working 
site, date, sample labels (matching with the oyster nomenclature), sperm concentration, 
quantity,  straw  number,  color,  cryopreservation  protocol  (including  cryoprotectants, 


























































Corrigan Reef CR  93.37 ± 6.57  51.01 ± 3.74  28.63 ± 4.32  93.86 ± 12.11  1.52 ± 0.00 0.75 ± 0.42 9.67 ± 4.92  0.09 ± 0.05  0.10 ± 0.11  11 ± 8 e 
Lone Cab‐
bage Reef 
LR  94.43 ± 8.43  51.42 ± 4.75  25.36 ± 1.83  78.58 ± 7.19  1.56 ± 0.41 1.00 ± 0.32 13.33 ± 6.32  0.60 ± 0.36  0.91 ± 0.90  23 ± 11 c,d,e 
Seahorse Key SK  87.37 ± 5.50  50.72 ± 2.84  30.52 ± 3.07  80.53 ± 9.63  1.50 ± 0.70 0.70 ± 0.27 11.75 ± 4.57  0.27 ± 0.13  0.31 ± 0.17  14 ± 4 d,e 
Oyster Bay  OB  90.26 ± 10.56  56.48 ± 5.74  30.09 ± 5.78 106.30 ± 36.27  3.18 ± 1.57 2.50 ± 0.71 22.42 ± 9.08  0.73 ± 0.49  1.59 ± 1.07  70 ± 20 a 
Alligator 
Harbor 









AL  88.41 ± 6.69  54.44 ± 4.58  27.84 ± 4.90  78.82 ± 11.09  1.39 ± 0.44  /  11.67 ± 3.40  1.40 ± 0.17  1.61 ± 0.43 
43 ± 29 
a,b,c,d,e 
Cedar Point  CP  85.48 ± 9.16  63.28 ± 2.98  34.61 ± 5.65 152.11 ± 33.08  2.69 ± 0.57 3.25 ± 1.33 15.08 ± 2.87  2.01 ± 1.12  3.11 ± 1.83 47 ± 5 a,b,c,d,e
MS  Pascagoula  PS  80.33 ± 5.00  53.63 ± 5.10  30.74 ± 5.05 105.95 ± 28.91  3.54 ± 1.71 3.25 ± 0.76 20.00 ± 7.27  1.39 ± 0.50  2.82 ± 1.52  60 ± 27 a,b,c 
LA 








LC  91.96 ± 14.67  67.64 ± 11.01  40.93 ± 6.58 211.38 ± 87.83  2.11 ± 0.86 2.25 ± 0.29 18.08 ± 3.67  0.67 ± 0.13  1.19 ± 0.30 40 ± 0 a,b,c,d,e
TX 
Lake Sabine  LS  92.51 ± 11.17  60.67 ± 5.45 
43.40 ± 
10.45 
221.75 ± 88.11  1.55 ± 0.81 1.08 ± 0.38 13.08 ± 4.34  0.60 ± 0.25  0.78 ± 0.40  62 ± 13 a,b 
West Galves‐
ton 
WG 96.31 ± 16.45  62.71 ± 6.23  39.90 ± 7.25 198.19 ± 80.14  2.00 ± 0.61 1.83 ± 0.88 10.67 ± 2.66  0.29 ± 0.14  0.30 ± 0.14  22 ± 12 c,d,e 
East Galves‐
ton 










EM  92.30 ± 14.47  52.70 ± 11.46  33.01 ± 4.07 115.33 ± 17.07  1.19 ± 0.32 1.50 ± 0.89 15.50 ± 5.15  0.58 ± 0.44  0.94 ± 0.78 
41 ± 34 
a,b,c,d,e 
San Antonio  SA  92.02 ± 11.50  66.97 ± 6.13  42.34 ± 2.99 213.17 ± 65.58  2.03 ± 1.55 1.17 ± 0.52 13.00 ± 1.87  0.41 ± 0.14  0.53 ± 0.18 
27 ± 16 
b,c,d,e 




































4%  across  collection  locations.  The  post‐thaw  sperm motility  of male  oysters  varied 
greatly between collection sites. It averaged 16 ± 10% for oysters collected at PS and 12 ± 



























































Motility    SMI   
Sperm Con‐
centration   
Height  1                     
Length  0.436  1                   
Width  0.419  0.687  1                 
Weight  0.658  0.814  0.838  1               
Testis weight  0.050  0.111  0.084  0.148  1             
Sperm Production  −0.256  0.005  −0.158  −0.122  0.463  1           
Fresh sperm motility  −0.213  −0.041  −0.017  −0.005  0.405  0.550  1         
Fertilization rate  −0.148  0.081  0.048  0.000  −0.083  0.127  −0.003  1       
Post‐thaw sperm motility  −0.177  0.071  0.058  0.057  0.368  0.406  0.446  −0.007  1     
Post‐thaw SMI  0.097  0.079  0.126  0.150  −0.013  0.138  0.061  0.165  0.303  1   
Post‐thaw sperm concentra‐
tion 
−0.092  0.107  −0.040  0.044  0.186  0.355  0.183  0.066  0.295  −0.042  1 
Height  <0.001                     
Length  <0.001  <0.001                   
Width  <0.001  <0.001  <0.001                 
Weight  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001               
Testis weight  0.658  0.323  0.455  0.187  <0.001             
Sperm Production  0.021  0.963  0.158  0.279  <0.001  <0.001           
Fresh sperm motility  0.057  0.716  0.880  0.967  <0.001  <0.001  <0.001         
Fertilization rate  0.188  0.474  0.673  0.997  0.460  0.260  0.977  <0.001       
Post‐thaw sperm motility  0.115  0.528  0.609  0.613  <0.001  <0.001  <0.001  0.952  <0.001     
Post‐thaw SMI  0.390  0.484  0.262  0.180  0.910  0.219  0.587  0.141  0.006  <0.001   
Post‐thaw sperm concentra‐
tion 






























tion, entry, storage, and sharing need  to be  in place before sample collection  [33]. The 







as  species, breed,  line,  registration number, pedigree  information, phenotypic  and ge‐
nomic information) and germplasm (such as viability, number of doses, location in the 
cryobank) which were digitally recorded. 




































summer, and,  in warm‐water  regions, ending with a minor spawning peak  in  the  fall. 
Control of reproduction in molluscan bivalves involves a complex of exogenous factors, 
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ies  for accelerating  the sexual maturity of broodstock and  inducing spawning  in many 
molluscan bivalves [41]. With further understanding of the mechanism for the control of 
gonad development and spawning, more methods were used to trigger the spawning ac‐











ing has become a  routine method  for oyster  commercial  triploid  seed production and 
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